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哺乳類では抗原が侵入 して くると、初めIgMク ラスの抗体が産生されるが、時間的に遅
れて同じ抗原に対するIgGな どのほかのクラスの抗体が産生されて くる。これは末梢B細
胞が抗原刺激を受けて抗体の定常部のクラスを変化させることによる。このように抗原特
異性 を保持 したまま抗体のクラスを切 り換える現象をクラススイッチと呼ぶ。マウス、ヒ
トでは定常部遺伝子上流のイン トロンに繰 り返 し配列により構成されるスイッチ(S)領
域が存在 し、クラススイ ツチの分子機構はS領 域間での遺伝子組換え(ス イツチ組換え)
によっている。
筆者は、ニワ トリIgH鎖 可変部からμ鎖定常部遺伝子までの正確な制限酵素地図を作成
した。 μ鎖定常部遺伝子CH1エ キソンの上流のイン トロンには5kb以 上におよびマウスS
領域 と相同性のある領域(ニ ワ トリSμ 領域)が 存在 していた。 この領域は2相 の繰 り返
し配列からな り、5塩 基対の基本単位配列により構成されていた。さらに筆者は抗原刺激









本か らなるヘテロ4量 体を基本構造 としている。各ポ リペプチ ド鎖はN末 の可変領域 とC
末の定常領域とか ら構成されている。可変領域は抗原 と結合する領域であり抗体 ごとに非
常に多様である。定常領域は生理活性を決定 しており、H鎖 の定常領域の違いによって異
なったエフェクター活性が発揮される。IgMは 初期分化を完了した休止型B細 胞表面に発
現されて抗原を認識 し、B細 胞内へ分化活性化シグナルを誘導する。IgGは 血清中に最も
多 く含まれ主な抗原抗体反応を担ってお り、IgEは 即時的アレルギーに関与する。IgAは
母乳に分泌されて、新生児の感染防御に重要な役割を果たしている。抗体のクラスとサブ
クラスを含めて、H鎖 の定常領域が異なるものをアイソタイプと呼ぶ。H鎖 のアイソタイ




抗 原 と結 合 す る抗 体 の 可変 領 域 は非 常 に多 様 で ある。 マ ウス抗 体 遺 伝 子 可 変 領 域 はH鎖
で は250～1000個 のV断 片 が 存 在 す るV遺 伝 子 群、12個 のD断 片 が 存在 す るD遺 伝 子 群 、4
個 のJ断 片 が 存 在 す るJ遺 伝 子 群 にわ か れ た構 造 を、L(κ)鎖 で は 約250個 のV断 片 が存 在
す るV遺 伝 子 群 、4個 のJ断 片 が存 在 して い るJ遺 伝子 群 にわ か れ た構 造 を して い る。 抗体
の 多様 性 は 、H鎖 、L鎖 で この よ う に多 数 存 在す るV、D、J各 断 片 が遺 伝 子 レベ ル で さ ま
ざ まな 組 み 合 わ せ で 組 換 え を起 こす(VDJ組 換 え)こ とに よ って 得 られ る(図1)。 この
組 換 え の 際 、 組 換 え部位 でDNAの ラ ンダム な 欠失 、挿 入 が起 こる こ と も含 めて 考 え る
と、 組 換 え に よ って 産 み 出 され る多様 性 は109通 り以 上 と見積 も られ 、 環 境 中 に存 在 す る
いか な る抗 原 に も対 応 す る こ とが 可能 と考 え られ て い る。
各V、D、J断 片 には 隣接 して 、特 徴 的な7塩 基 対 と9塩 基対 によ る組 換 え シ グナ ル 配 列
が 存 在 す る。 この シ グナ ル配 列 間 で 部位 特 異 的 な組 換 えが 起 こる。VDJ組 換 え の際 、 この
シ グナ ル 配 列 の7塩 基 対 と9塩 基 対 の 間 のス ペ ーサ ー が12塩 基 対 の もの と23塩 基 対 の もの
との 間 で の み 組 換 え が起 こる とい う12/23ス ペ ーサ ー ル ー ル が働 いて お り(Sakanoet
a1.,1981)、7塩 基 対 と9塩 基 対 の逆 向 き相 同配 列 を信 号 と し、VとD、DとJ断 片 の 間 で正
確 に組 換 え が行 わ れ る。VDJ間 の 各組 換 え順 は分化 の過 程 で 厳 密 に制 御 され 、 まずH鎖 の
D-J組 換 え 、次 にH鎖 のV-DJ組 換 え 、そ してL鎖 のV-J組 換 え が完 了す る。
このVDJ組 換 え の 際 、VとD、DとJの 断片 間 の領 域 が 染色 体 よ り切 り出 され 、環 状




1991)に お け る組 換 え によ る環 状DNAが 現 在 まで に単 離 、 同定 され て い る。
VDJ組 換 え は リ ンパ 球 特 有 の機 構 で あ り、 リンパ球 の発 生 には この機 構 が必 須 で あ る 。
VDJ組 換 え を特 異 的 に活 性 化 す る遺 伝 子 と して 、RAG-1、RAG-2の2つの 遺 伝子 が ク ロ
ー ニ ン グ され て い る(Schatzeta1.,1989;Oettingereta1.,1990)。これ らの 遺 伝 子 は
B細 胞 、T細 胞 に特 異 的 に発 現 して い る・ また これ らの遺 伝子 を欠損 させ た ノ ック ア ウ ト
マ ウ ス で はVDJ組 換 えが 誘 導 されず ・B細 胞 ・T細 胞 とも に未 熟 な段 階で 分 化 が 停 止 し、
重 篤 な 免疫 不 全 を 引 き起 こす(Mombaertseta1・ ・1992;Shinkaieta1・,1992)。RAG-
1、RAG-2の 機 能 は最 近 ま で不 明で あ り・組 換 え酵 素 そ の もの で あ る可 能 性 、 あ る い は組
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換 え に関 与 す る遺 伝 子 発 現 の制 御 に関 与 して い る可能 性 が 考 え られ て い た 。最 近 に な っ
て 、fηvf亡roで の実 験 で 、RAG-1、RAG-2タ ンパ ク によ る組 換 え シ グナ ル配 列 末端 で の
2本 鎖DNA切 断 反応 が報 告 され(McBaneeta1., 995;vanGentetal.,1996)、RAG-
1、RAG-2が 組 換 え酵 素 の一 要 素 で あ る こ とが 明 らか にな った 。 ま た 、RAG-1、RAG-2
タ ンパ ク に よ って 切 断 され たDNA末 端 は 、Ku蛋 白質(P70/P80)(Taccioheta1.,
1994;Zhueta1.,1996)やscfd遺伝 子 産物 と考 え られて い るDNA依 存 性 プ ロテ イ ンキ
ナ ー ゼ(DNA-PK)P350(Bluntetal.,1995)などの一般 的 なDNA修 復 酵 素 の働 き に
よ って シ グ ナル 配 列 同士 、 コー デ ィ ング領 域 同士 が 再結 合 され 、 シグ ナ ル結 合 とコ ー デ ィ
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抗体はH鎖 、L鎖 とも、抗原 と結合する可変領域、生物活性を決める定常領域か らなる・生殖細胞中
では抗体遺伝子の可変領域はV、D、J遺 伝子 という各断片にわかれてゲノム上に存在 してお り・B細
胞分化の過程で各断片が遺伝子 レベルで様々な組み合わせで組換えをお こす(VDJ組 換え)・各V、
D、J断 片には隣接 して、7merと9merの シグナル配列が存在する。VDJ組 換えを行う酵素群は12bp-
23bpス ペーサー ・ルールでシグナル配列を認識 し、抗体遺伝子の再配列をおこなうと考えられてい
る。
3.ク ラス ス イ ッチ とは
B細 胞は骨髄において、全能性造血幹細胞か らproB細 胞(B細 胞に運命を決定されてい
るが抗体遺伝子はまだ生殖細胞型)、preB細 胞(抗 体H鎖 の組換えが完了している)の





抗体のクラス(ア イソタイプ)を 変換 し、IgGやIgAな どを発現するものが現われる
(Nossaleta1.,1964)。 つまり、1つ のB細 胞の子孫細胞の間では可変領域は一定に保
たれ、定常領域(H鎖 のみ)が 変化していくことで、同じ抗原に対応 しながら異なったエ
フェクター機能をもつ抗体が産生されるのである。 この現象を抗体のクラス(ア イソタイ
プ)ス イ ッチ という。






イ ッチを誘導す ることが可能である。脾臓か ら採取 したB細 胞をリボ多糖(LPS)で 刺激
すると、IgG2bとIgG3の 産生が誘導されるが、同時にインターロイキン4(IL-4)を 加
えると、IgG1とIgEの 産生が誘導されるが、IgG2bとIgG3の 産生は抑えられる




1978年 ・本庶 と片岡は種々のマウス骨髄腫細胞(B細 胞が最終的分化を遂げ大量の抗体
を産生するようになった形質細胞が腫瘍化 したもの)に おいて、その細胞が産生 している
抗体のアイソタイプと免疫グロブリンH鎖 遺伝子の欠失様式に一定法則性があることをみ
いだした(Ho切oandKataoka,1978)(図2)。例えば、IgG1産 生細胞ではγ3鎖 定







現象がlgMか ら始まって、IgGやIgAへ と向かって起こり、原則として逆行 しないことを
うまく説明できる。
このモデルを証明すべく、1982年 清水 らによって、BALB/c系 統のマウスにおけるIgH
鎖定常部遺伝子群全領域の構成が決定された(Shimizueta1.,1982a)。 その構成は、
5LJH-(6.5kb)-Cμ 一(4.5kb)-Cδ 一(55kb)-Cγ3-(34kb)-Cγ1-(21kb)-Cγ2b-(15kb)-C
γ2a-(14kb)-Cε 一(12kb)-Cα 一3'となってお り、本庶 らの欠失モデルか ら予想されるも
のと完全に一致 した(図3)。 また可変領域の最下流に位置するJH断 片はCμ の上流にし
か存在 しないこと、 δ鎖以外の各定常部遺伝子のすぐ上流のイントロンにクラススイ ッチ
を起 こす際の遺伝子組換えを司る領域(ス イッチ(S)領 域)が 存在 していることを明 ら
かにし、 γ鎖などのアイソタイプの抗体の発現は、可変領域におけるVDJ遺 伝子組換えと
定常領域におけるクラススイッチ組換え(S-S組 換え)と いう2種 類の遺伝子組換え機構
を経て起 こるとする仮説に構造的な証拠を与えた。
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図2マ ウス骨髄腫細胞 にお いて発見 された、産 生され る抗体H鎖 アイ ソ














図3BALB/c系 統 のマウス のIgH鎖 定常部遺伝子群 の構成(Shir血uetal.,1982aよ り)
先に示 したlgH鎖 における定常部遺伝子欠失モデルから予想される構造と完全に一致 している。
また、 δ鎖を除く各定常部遺伝子の上流には繰 り返 し配列か らなるスイ ッチ(S)領 域、そ して各S領 域の上流には
その領域における生殖型転写を制御するプロモーター領域を含む1領 域が存在 している。
5・ クラススイッチ遺伝子組換え(S-S組 換え)制 御機構
さまざまなアイソタイプの抗体 を産生する骨髄腫細胞から単離された発現型遺伝子の構
造解析か ら、H鎖 定常部遺伝子のすぐ上流のイン トロン上に最終的にクラススイ ッチを起
こす ときの遺伝子組換えを司る領域(ス イ ッチ(S)領 域)が 存在 し、その領域は短い基
本単位配列が多数繰 り返された特徴的な構造をもっていることが明らかになった
(Kataokaeta1.,1981;Nikaidoeta1.,1981,1982;Dumicketa1.,1980)。具体的に
















つま り検出される環状DNAの 頻度から組換え頻度そのものが割 り出される。環状DNAの
クローニング効率を解析 した結果、クラススイッチを誘導するサイ トカイン、IL-4や
TGF一 βが組換えの完了した細胞の増殖を調節 しているのではな ぐ 組換えそのものを調
節 していることが明らかになった(Iwasatoeta1・ ・1990・1992a;Matsuokaeta1・,1990;
YoshidaetaL,1990)。 クラススイ ッチ組換えの標的遺伝子の特異性はこれらの因子の





るが・サイ トカインによる誘導時に検出される環状DNAの 頻度から割 り出された結果
は、 このモデルを支持する結果であった、
この接近可能化モデルは、特定の抗原による刺激を受けると、例えば可溶性タンパク抗
原ではIgG1、 寄生虫抗原ではIgE、 ウイルス抗原ではIgG2aと いうように特定のアイソタ
イプの抗体が産生されやすいのはなぜかという古 くか らの問いに対する分子 レベルでの答
えを提供 している。クラススイッチおよびクラススイッチ組換えは、特定の抗原の刺激に





域の上流のプロモーター領域より始まり、1エ キソン、S領 域を経てC領 域を通過 し、分泌
型および膜結合型IgH鎖mRNAのpolyA付 加位置で終わる。この転写産物はS領 域の5'側






成 熟 ・休 止 期 のB細 胞 で は μ鎖 が 単 独 で,も し くは μ鎖 と δ鎖 がalternative
splicingに よ って 同時 に発 現 して い る。十
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抗原 とサイ トカインなどの刺激によりスイッチの標的遺伝子が組換えなしに転写 さ

























一番哺乳類か ら遠い位置にあると考えられている。この種の免疫応答 もやはり哺乳類 と比
べてかな りその様相が異なっている。
サメ(He亡erodon亡usfkadscf)の 抗体H鎖 遺伝子群は、VH-DH1-DH2-JH-CHか らな








細胞内でVDま たはDJが 結合 した形になっているものが存在する・これらは構造上偽遺伝
子ではな く、抗体遺伝子 として機能していることが予想されている(Kokubueta1.,
1988b)。
サ メでは1種 のアイソタイプの抗体 しか見つかってお らず、その分子構造は哺乳類の
IgMタ イプの抗体 と最 も近い・ この抗体は哺乳類のlgMと 同様・5量 体 として も分泌され
るが、主に1量 体 として分泌されている。抗体の親和性成熟(affir旺tymaturation)は
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見 られず 、 あ るハ プテ ン に対 す る抗 体 の特 異性 は他 の脊 椎 動物 の もの と比 べ て 低 い
(MakelaandLi㎞an,1980)。調 べ られ た 限 りで は、JH-CH間 のイ ン トロ ン には 哺 乳 類
のS領 域 に相 同 の配 列 は存 在 しな い(Kokubueta1.,1988a)。 抗 体 の ク ラス は1種 だ け




saurαs)の 各VH遺 伝子断片の3'端には23塩 基対のスペーサーの組換えシグナル配列が、
またその上流には特徴的なオクタマー配列が存在する(AmemiyaandLitman,




ナマズ(∫C亡alurαsp口11C古a亡US)のJH-CH間 のイン トロンには4塩 基対の基本単位配列




硬 骨 魚 類 と同様 に、 両 生 類 のIgH鎖 遺伝 子 は 同一染 色 体 上 に1つ の遺 伝 子 群 と して 存 在
して い る。 ア フ リカ ツ メガ エ ル(XeηOPαslae耐s)のV、D、J断片 の数 は 哺 乳 類 よ り多
く、11フ ァ ミ リー のVH遺 伝 子 、17個 以 上 のDH断 片 、11個 以 上 のJH断 片 か らな る
(Haireetal.,1990)。3種の抗体 の アイ ソタ イ プ、IgM(Schwageretal.,1988)、
IgX(Haireetal.,1989)、IgY(AmemiyaetaL,1989)が同定 され て い る。IgMは 哺
乳 類 のIgMに 対 応 す る抗 体 と考 え られ て い るが ・IgX・IgYに つ いて は哺 乳 類 に対 応 す る
も のが な い 。
cDNAの 塩 基 配 列 の 比 較 か ら、 同一 のJH断 片 を用 い て い るIgMとlgYが 存 在 す る。 可 変
領 域 が1つ しか な い こ とか ら、 これ らの アイ ソタイ プ間 で の ク ラス スイ ッチ が 示 唆 さ れ て
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に特 徴 的 な 繰 り返 し配 列 が 存 在 し、IgX産 生細 胞 に この領 域 を介 した 組 換 え を検 出 した と
い う報 告 が あ る(MuBmamandDuPasquier,,1996)。
5.爬 虫 類(Reptilians)
爬虫類IgH鎖 遺伝子群に関する知見は現在のところ非常に少ない。ワニ(Cafman








類の抗体 クラスと機能的に対応 している。また、各々についてcDNAク ローンが単離され
ている(Dahaneta1.,1983;Parvarieta1.,1988;Mansikka,1992)。鳥類(ニ ワ ト
リ)で は哺乳類と同様の広義のクラススイッチ現象が確認されている。現在のところ、
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図5脊 椎 動物 免疫 グロブ リン重鎖遺伝子群 の構成
多様性産生機構のちがいを反映して・抗体遺伝子座のゲノム構成は種によって大きく異なる・
3)ニ ワトリ特有の抗体の多様性産生機構





列を持つ機能的なVH遺 伝子が1個 しか存在しない。JH断 片も1個 しか存在せず(DH断 片
は16個 存在す るが、互いに相同性が高い)、VDJ組 換えによって産生される多様性は極
めて限 られている(Reynaudeta1.,1989)(図6)。この機能的なVH遺 伝子の上流に
は60～80kbに わたって80～100個 の偽遺伝子断片群が存在する。ほとんどの偽遺伝子断
片は3'端 にD断 片様の配列をもちV-Dの 融合した形をしている。これらの偽遺伝子断片の
上流 にはプロモーター領域、リーダー配列がなく、組換えシグナル配列 も存在 しない。
IgL(λ)鎖 遺伝子群にも、機能的なVλ 遺伝子、Jλ断片は1個 ずつ しか存在せず、機
能的なVλ 遺伝子の上流に19kbに 及ぶ、26個 の偽遺伝子断片からなる領域が存在する
(Reynaudeta1.,1985;1987;Kondoetal.,1993)。
2.B細 胞分化と抗体の多様性産生機構




換えの順序が厳密に制御されているのと異な り、ニワ トリではH鎖 、L鎖 の組換えの順序
はランダムである(Benataretal.,1992)。 胚発生8-14日 の間、ファブリキウス嚢が形
成されて間もな く、およそ1万 ～3万 個のB細 胞前駆体がファブリキウス嚢の各濾胞 に定着
する。ニ ワ トリではファブリキウス嚢が抗体遺伝子の多様性産生の器官である。初期胚の
段階で手術によってこれを摘出するど 抗体遺伝子の多様性産生がなくなる。





反応であること(Carlsonetal.,1990)、 伝達される遺伝子の長さは10bpの ものか ら
200bp以 上になるものまで存在すること(McCormackandThompson,1990)などの知
見があるが、その分子機構は全く未知である。筆者のグループは、ファブリキウス嚢より





















ニワ トリでは組換え可能なV断 片、J断片はひとつずつしかなく、組換えではほとんど多様性を生 じない。しか




IgGま たはIgAタ イプの抗体が産生されるようになる。 このような明確な広義のクラスス











進んでいるニワ トリを材料 として選び、抗体のクラススイ ッチ機構について解析を試み
た.ま ず、ニワ トリIgH鎖 定常部遺伝子群の構成、特に可変領域からμ鎖定常部遺伝子ま





ニワ トリは筑波家畜衛生研究所で飼育された白色 レグホン近交系V系 統(H-B15)を 用
いた。
2)ゲ ノム ライブラリーの作製とスクリーニング
ニ ワ トリ肝 臓 組 織 よ り高 分子DNAを 精 製 し、制 限酵 素Sau3AIに よ っ て部 分 分 解 した。
15～20kbの 断 片 をゲ ル 電気 泳 動 に よ り分 離 精 製 し、BamHIに よ り消化 され た フ ァー ジ ベ
ク ターEMBL3(Stratagene,LaJolla,CA)ヘライゲ ー シ ョ ンに よ り組 み込 ん だ 。加
可加oパ ッケ ー ジ ン グ にはMaxPlaxw(EpicentreTec㎞ologies,Madison,CA)を利 用
した 。 ニ ワ トリIgM鎖 のcDNAは 、SC系 統 の ニ ワ トリB細 胞 由来 の細 胞 株 、DT-40
(Babaetal.,1985)の 全RNAか らのRT-PCRに よ って 調 製 さ れ た も の を用 いた(清 水 章




3')を 増 幅 す るPCRプ ライ マ ー はEMBL/Genbank/DDBJのデ ー タ ベー ス(ア クセ シ ョン
番 号:XO1613)に あ る塩 基 配 列 に基 づ き制 限酵 素 認識 部 位 を付 加 して合 成 した 。PCR増
幅 断片 はEcoRIとBamHIで 消化 し、 プ ラス ミ ドベ クタ ーpBluescript(KS)ヘ ク ロー ニ ン
グ し、塩 基 配 列 を確 認 した。CH3-CH4領 域 の ク ロー ン(Cμ 一D)はEcoRIとB∂mHI
で 、CH1-CH2領 域 の ク ロー ン(Cμ 一U)はEcoRIとSacIIで 切 り出 し、 イ ンサ ー トを プ
ロー ブ と して使 用 した 。
DJ-6は バ ー ゼ ル 免 疫 研 究 所 のReynaudよ り供 与 を受 けた(Reynaudeta1.,1989)。
Cα 定 常 部 領 域 の プ ロー ブ は、 ツル ク大 学 のMansikkaよ り供 与 を受 け たcDNAク ロー ン




ス(ア クセ ツシ ョ ン番 号:S40610)に あ る塩 基 配列 に基 づ き制 限酵 素認 識 部 位 を付 加 し
て合 成 した 。PCR増 幅 断 片 は 制 限酵 素EcoRIとBamHIと に よ って消 化 し、 プ ラ ス ミ ドベ
クタ ーpBluescript(KS)に ク ローニ ン グ し、塩 基 配 列 を確 認 した 。 これ を さ らにEcoRI
とK々nIに よ って 消 化 して 、 得 られ た457bpのDNA断 片 を プ ロー ブ と して 用 いた 。Cγ 定
常 部 領 域 の プ ロー ブ につ いて は、WeissmannInstituteofScienceのPalvariより供 与 を
受 けたcDNAク ロー ンHC36(Parvarieta1.,1988)をも とに作 製 した 。CH1領 域 内 を増
幅 す るPCRプ ライ マ ーCG1(5LAGTGGATCCGATTGTACCCTCTATCC-3')とCG2
(5LATCGAATTCCCπTGAACGTGATCCTCC-3')はEMBL/Genbank/DDBJデー タベ
ー ス(ア クセ ッシ ョ ン番 号:GGIGGH1)にあ る塩基 配 列 に基 づ き制 限酵 素 認 識 部 位 を付
加 して 合 成 した。PCR増 幅 断片 を制 限酵 素EcoRIと&血HIと によ って 消化 し、 プ ラス ミ
ドベ ク ターpBluescript(KS)に ク ロー ニ ング し、塩 基 配 列 を確 認 した。 これ を さ らに
EcoRIとBamHIに よ って切 り出 した イ ンサ ー ト(585bp)を プ ロー ブ と して 用 い た 。
また 、 これ らの プ ロー ブ は[α32P]dσrP(Amersham,Japan)で標 識 した 。
3)ハ イブリダイゼーション
10-300ngのDNAを 制 限 酵 素 で 消 化 し、0.5-0.7%の ア ガ ロー ス ゲ ル に電 気 泳 動 し た 。
こ れ を ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ンHybond四 一N+(Amersham,Japan)にプ ロ ッ テ ィ ン グ し 、
プ ロ ー ブDJ-6、Cμ 一D、Cμ 一U、 マ ウ スSμ(pCS13のBamHI断片)(Iwasatoeta1.,
1990)、 マ ウ スSα(pCS16のXbaI断片)(Arakawaetal.,1993)でハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を お こな っ た .ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は1MNaC1で65℃ で お こな い 、 洗 浄 は
DJ-6、Cμ 一D、Cμ 一U、pE13-D、pE13-CA'の場 合 は 、0.1xSSC(1xSSCとは0.15M
NaCl,0.015Mクエ ン 酸 ナ ト リ ウ ム)、0.1%SDSの 条 件 下 で65℃30分 を2回 、 マ ウ スS
α、Sμ の 場 合 、1xSSC、0.1%SDSの条 件 下 で55℃30分 を2回 お こ な っ た 。 オ ー トラ ジ
オ グ ラ ム はBAS2000BioimageAnalyzer(F切iFi㎞,Tokyo,Japan)によ っ て 解 析 し
た 。
4)塩 基配列決定とその解析
PRISMDyeTerminatorCycleSequencingkit(PerkinElmer,Japan)によ る 蛍 光
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ター ミネ イ タ ー サ イ クル シー クエ ンス法 で 、autosequencermode1373A(Perkin
E㎞er,Japan)を 用 い て塩 基 配 列 を決 定 した、 鋳 型DNA内 で の2次 構 造 は10%DMSO試
薬 を加 え る こ とで解 消 させ た 。転 写 因子 結 合 部位 の検 索 ソ フ トウ ェ アー にはGenetyx-
Macver.8.0を 、 ホ モ ロ ジー プ ロ ッ ト解 析 ソ フ トウ ェア ー に はDNASIS-Macver.2.4を
用 い た 。
5)PCR法 による高GC含 量のニワ トリSμ 領域の増幅
5.5kbに 及 ぶGC含 量 の高 い繰 り返 し配 列 か らな るニ ワ トリSμ 領 域 のPCR反 応 に よ る増
幅 に は耐 熱 性DNApolymerase、KOD-DASH(TOYOBO,Japan)を用 い た。PCRプ
ライ マ ーuSμ1(5LACGAATrCGCACTAA]πAGCGGGG-3')、uCμ1-2(5L
ACGGATCCGGAAACGGAACTGTrGTTGG-3')は今 回決 定 した塩 基 配 列 を基 づ き、 ま
たuCγ1-1(5LCGAGTCGGAACAACAGGCGG-3')はEMBL/Genbank/DDBJデー タ
ベ ー ス(ア クセ ッシ ョン番 号:GGIGGH1)の塩基 配 列 に基 づ き合 成 した 。PCR反 応 に は
TaKaRaPCRThermalCycler(TP-2000)を用 い、精 製 した ゲ ノムDNA150ngを 鋳 型
に総 反 応 量50μ1の 系 で 、 変 成95℃30秒 、 アニ ー リ ング58℃10秒 、伸 長72℃3分 の 反 応 を
35サ イ クル 行 っ た。 増 幅 産 物 の うち5μ1を0.8～1%ア ガ ロー スゲ ル に泳 動 した の ち 、 ナイ
ロ ン メ ン ブ レ ンHybond伽 一N+(Amersham,Japan)にプ ロ ッテ ィ ン グ し、pE13-Dま
た はpE13-CA'(pE13-DとpE13-CAにつ いて は 図llを 参 照)の イ ンサ ー トを プ ロー ブ




ニワ トリ肝臓組織よ り抽出したゲノムDNAを 用いて、制限酵素Saα3AIに よる部分分解
ゲ ノムDNAラ イブラリーを作製 し、106の ファージクローンをニワトリIgH鎖 定常部領域
μ鎖(Cμ 一D、Cμ 一U)、 α鎖(Cα)、 γ鎖(Cγ)のcDNAプ ローブ、可変領域D、J
断片を含むゲノムDNAプ ローブ(DJ-6)と によってスクリーニングした。その結果、C
μDプ ローブにより13個 、CμUプ ローブにより1個 、Cα プローブによ り22個 、DJ-6プ
ローブによ り1個 のゲノムクローンを単離することができた。Cγ プローブによってはゲ
ノムクローンを単離することができなかった。
Cγ プローブによってゲノムクローンが単離することができなかった理由は明らかでは
ないが、1つ の理 由として考えられるのは、cDNAの 塩基配列の情報から各定常部エキソ
ン上に存在するSau3AI認 識部位の数がμ鎖には1個 、 α鎖には1個 なのに対 し、 γ鎖 に
は7個 あるということがある。つまりγ鎖定常部領域にはμ鎖、 α鎖に比べて多 くの
S∂u3AI認 識部位が存在するため、部分分解の時、ゲ ノムDNAが 小さく分断されすぎて
うまくクローニングされていないことが原因ではないかと考えている。今後、部分分解の
条件を変える、クローニ ングに使う制限酵素を変える等の対策を考えている。
クロー ンCμJ-1(DJ-6プ ローブによ り単離された)、 クローンCμU-1(Cμ 一Uに よ
り単離された)、 クローンCμD-6、CμD-12(Cμ 一Dプ ローブにより単離された)、 お
よびゲノムクロー ンDJ-6(プ ローブとしても用いた)を 用いて、IgH鎖 遺伝子可変領域
DH、JH断 片からμ鎖定常部遺伝子の分泌型 μ鎖タンパクのC末 端をコー ドするエキソン
(CH4+Ctermエ キソン)の3'端 までの制限酵素地図を作成 した(図7)。cDNAの 塩基
配列か らCH1エ キソンにはPmaCI、CH2エ キソンにはPmaCIとSacII、CH3エ キソ
ンには八めoI、CH4+Ctermエ キソンには〈ヒoI、1>d亡1の 認識部位が確認されている。 こ
れらはゲノムDNA上 には稀にしか存在 しない制限酵素認識部位であり、 これを目印にμ
鎖定常部遺伝子の各エキソンの位置を決定した。その結果、CH1エ キソンとCH2エ キソ
ン、CH2エ キソンとCH3エ キソン、CH3エ キソンとCH4+Ctermエ キソンの間のイン ト
ロンの長さはそれぞれ4.3kb、4.Okb、3.2kbで あった。また、JH断 片とCH1エ キソンの
間のイン トロンの長さは約10.8kbで あった。
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Cα プローブによ り単離されたクローン、Cα 一5、Cα 一6、Cα 一9、Cα 一13を用いて、
α鎖定常部遺伝子のCH1エ キソンの5'側からCH3エ キソンの3'側 までの簡単な制限酵素地
図を作成 した(図8)。CH1、CH3エ キソンの位置は、CH1エ キソンはK加1、CH3エ
キソンは1>b亡1と いった制限酵素の認識部位か ら決定 した。その結果、CH1エ キソンと
CH3エ キソンの問のイントロンの長さは約10kbで あった。
これ らのイン トロンの長さについて他の脊椎動物のIgH鎖 定常部のイン トロンと比較し
た(図9)。 図より明 らかなように、ニワトリのIgH鎖 定常部のイン トロンは他 に比べて
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図7ニ ワ トリ抗体重(lgH)鎖 遺伝子座の可変領域とμ鎖定常領域のゲノム構造
ニワ トリ肝臓ゲノムDNASaα3AI部 分分解 ライブラリーをDJ-6ゲ ノムDNAプ ローブおよびCμ 一U
(CH1-CH2領 域)、Cμ 一D(CH3-CH4領 域)cDNAプ ローブでスクリーニングし、単離 したファー
ジクローンのうち4つ を用いてゲノムマ ップを作成 した。以前クローニングされていたDJ-6と 併
せて、J-Cイ ン トロンをカバーすることができる。定常部エキソン上の制限酵素の認識部位か らμ
鎖定常部領域の4つ のエキソンの位置を同定した。
? ? ?? ? ?









図8ニ ワ トリIgH鎖 遺伝子座 α鎖定常部領域のゲノム構造
ニワ トリ肝臓ゲノムDNASaα3AI部 分分解ライブラリーをCα(CH1-CH2)cDNAプローブでスクリーニン
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2)哺 乳類S領 域 と相同性のある領域(ニ ワトリSμ 領域)の 存在
マウスでは、抗体のクラススイッチは、IgH鎖 遺伝子定常領域においてクラススイッチ
遺伝子組換えによる。 δ鎖を除 くすべてのクラスの定常部遺伝子の上流のイン トロンにス
イッチ組換えを司るスイ ッチ(S)領 域が存在 している(Shimizueta1.,1982a)。 この





ることがその塩基配列か ら判明しているが、BioImagingPlateへ の照射時間は1分 と非
常に短いにも関わ らず、互いに非常に強いシグナルを検出することができた(図10
A)。
マウスSμ 、Sα 領域をプローブとして、図7の4つ のファージクロー ンに対するサザ
ンハイブリダイゼーションを行い、図7で 示された領域のなかに、マウスS領 域 と相同性
のある領域が存在するか どうかについて調べた。図10Bで 見 られるように、CμJ-1、C
μU-1、CμD-6の3ク ローンから弱く(BioImagi㎎Plateへ の照射時間も2時 間)で
はあるがシグナルを得ることができた。この結果は、今回クローニングした領域のなかに
マウスS領 域 と相同性のある領域が存在することを意味 している。今後、この存在が確認
されたマウスS領 域 と相同性のある領域をニワトリSμ 領域 と呼ぶこととする。
次に、ニワ トリSμ 領域の存在する位置についてであるが、図10Bで 他の3ク ロー ン
と違い、CμD-12か らはシグナルを得ることができなかったことか ら、ニワ トリSμ 領域
は、図7の 遺伝子地図か ら考えて、μ鎖定常部遺伝子CH1エ キソンとCH2エ キソンの間
のイ ントロンよ り上流に存在することが明らかになった。
このニ ワトリSμ 領域 とマウスS領 域との相同性については、図10BのBioImaging
Plateへ の照射時間が図10Aの 時の120倍 要したことか ら、ニワ トリSμ 領域 とマウス
S領 域 との相同性は、マウスSμ 、Sα 領域相互の相同性と比べ相当低いことがわかる。ま
た、図10Bの ハイブリダイゼーションの結果を見てわかるように、マウスSμ 領域のプ
ローブよ りマウスSα 領域のプローブを使った時に強いシグナルを得ることができること





















A.マ ウスSα 、Sμ 領 域 プ ラス ミ ドク ロー ン を32Pで 標 識 した 。 プ ロー ブ と して 用 いた
マ ウ スSα 、Sμ 領 域 は互 い に強 くク ロスハ イ ブ リダイ ズ した 。
B.ニ ワ トリJ-Cイ ン トロ ン、Cμ 領域 フ ァー ジ ク ロー ンの マ ウ ス スイ ッチ 領 域 と の相
同性 を検 証 した 。CμD-6、CμU-1、CμJ-1はマ ウ スSα 、Sμ いず れ の プ ロー ブ と
も ク ロ スハ イ ズ リダイ ズ した 。 マ ウスSα プ ロー ブ はSμ プ ロー ブ と比 べ よ り強 くハ イ
ブ リダイ ズ した た め 、以 降 の実 験 で は マ ウ スSα プ ロー ブ を用 いた 。
3)ニ ワ トリSμ 領 域 を含 む ク ロー ンCμU-1の13.5kbのEcoRI断 片 の プ ラス ミ ドベ ク タ
ー へ の サ ブ ク ロー ニ ング とク ロー ニ ング時 の 欠 失
ニ ワ トリSμ 領 域 の 詳 しい位 置 とそ の塩 基 配 列 を決定 す るた め に、 ニ ワ トリSμ 領 域 を
含 む ク ロー ンCμU-1を 制 限酵 素EcoRIで 消化 し、13.5kbのDNA断 片 をプ ラス ミ ドベ ク
ターpBluescript(KS)に サ ブ ク ロー ニ ン グ した。 ク ローニ ン グす る 際 、独 立 した9個 の
ク ロー ンの プ ラス ミ ドDNAを 抽 出 してイ ンサ ー トの長 さ を調 べ た が 、 同 一 の長 さ を もつ
ク ロー ンは存 在 しな か っ た。 イ ンサ ー ト内で 欠 失 が起 こ って い る と考 え 、 これ らの うち最
も長 く、 目的 の 長 さの イ ンサ ー トを持 つ ク ロー ンを以 下 、pE13-Aと して 用 いた.
このpE13-Aを 用 いて 、 詳細 な遺 伝 子 地 図 を作 成 し、サ ブ ク ロー ンpE13-B～Eを 作 成 し
た(図11)。pE13-B～Eの ク ローニ ン グの 際 も、pE13-Aの ク ロー ニ ング の とき と同様
に 、 そ れぞ れ につ いて複 数 ク ロー ンの プ ラス ミ ドDNAを 単 離 し、 そ の イ ンサ ー トの長 さ
を調 べ た 。pE13-D(1.1kb)、pE13-E(4.5kb)につ いて はす べ て ま っ た く同 じ長 さ の
イ ンサ ー トを含 む もの で あ っ た。 しか し、pE13-B(9.Okb)、pE13-C(7.Okb)につ い
て は 中 に 目的 の も の よ り短 いイ ンサ ー トを持 つ もの が存 在 した。 これ も ク ロー ニ ン グの 際
の イ ンサ ー トの 中で の欠 失 によ る もの と考 え られ た ので 、 そ れぞ れ につ いて最 も長 い 、 目
的 の 長 さの イ ンサ ー トを もつ ク ロー ン を以 下 、pE13-B、pE13-Cと して 用 いた 、
pE13-Cを さ らにサ ブ ク ロー ニ ング し、pE13-CA'(2.5kb、CH1エキ ソ ン、CH2エ キ
ソ ン双 方 に認 識 部 位 が 存 在 す る制限 酵 素PmaCIで 消 化 しCH1エ キ ソ ン とCH2エ キ ソ ン
の 間 のイ ン トロ ンを除 いた もの)、pE13-CB(4.5kb、pE13-CA'作成 の 際PmaCIに よ
り切 り出 され る 断片)、pE13-CC(0.5kb、SacIIとEcoRIとによ り切 り出 され る
0.5kbの 断片)と して作 成 した。 これ らにつ いて もそ れ ぞ れ複 数 の ク ロー ンの プ ラス ミ ド
DNAを 抽 出 して 、そ のイ ンサ ー トの長 さ を調べ た ところ 、pE13-CBとpE13-CCはす べ
て 同 じ長 さ のイ ンサ ー トを含 む もの で あ った が 、pE13-CA'は 一部 の ク ロー ン に欠 失 が 見
られ た 。 これ につ いて も最 も長 い、 目的 の長 さのイ ンサ ー トを もつ も の を以 下 、pE13-
CA'と して 用 い た。
pE13-B(9.Okb)につ いて も、 制 限酵 素XbaIとSPeIに よ って0.9kbの 断片 を切 り
出 し、pE13-BB(0.9kb)としてサ ブ ク ロー ニ ング した.こ れ らにつ いて もそ れ ぞ れ 複 数
の ク ロー ン の プ ラス ミ ドDNAを 抽 出 して 、そ のイ ンサ ー トの長 さ を調 べ た が 、す べ て 同
じ長 さの イ ンサ ー トを持 って いた 。
pE13-E(4.5kb)につ いて もさ らにサ ブ ク ロー ニ ン グ を行 っ た・K加1で 消化 した 後
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セ ル フ ライ ゲ ー シ ョ ンを行 いpE13-EA(3.Okb)として ク ロー ニ ン グ した 。 このpE13-
EAに つ い て も複 数 の ク ロー ンの プ ラス ミ ドDNAを 抽 出 して、そ の イ ンサ ー トの長 さ に つ
いて 調 べ た が 、す べ て 同 じ長 さで あ り、欠 失 の あ る ク ロー ンは存在 しなか った 。
pE13-EAのK々LnI側 か らの塩 基 配 列 を決 定 し、 図11に 示す よ うなPCR用 プ ライ マ ー
uSμ3(5LACGAATrCATGAAGGTCAATGAAGGGGG-31)を作 成 した。pE13-Eを 鋳
型 に して 、uSμ3とM13R(ベ クターpBluescript(KS)のMCS[MultiCloningsite]の外
側 に存 在 して 、MCS方 向へ の プ ライ マ ー 。5LGGAAACAGCTATGACCATGATTAC-
3。)の プ ライ マ ー のセ ッ トで増 幅 され た 断片 をpGEM-Tベ クタ ー(Promega,Japan)に
ク ロー ニ ング し、 これ をpE13-EB(1.8kb)とした.こ のpE13-EBに つ いて も複 数 の ク
ロー ンの プ ラス ミ ドDNAを 抽 出 して 、そ の イ ンサ ー トの長 さに つ いて 調 べ た が 、 す べ て
同 じ長 さ で あ り、 欠 失 の あ る ク ロー ンは存在 しな か っ た。
ま とめ る と、pE13-A、B、C、CA'が イ ンサ ー ト内 で 欠失 を起 こす ク ロー ンで あ った 。
また 、pE13-CB、pE13-CC、pE13-E、pE13-D、pE13-BBがイ ンサ ー ト内 で 欠 失 を起
こ さな い ク ロー ンで あ る こ とか ら、5peI(2)認 識 部位 とPmaCI(1)認識 部位 の 間



























図11CμU-1ク ロー ンのEcoRI断 片 のサ ブ ク ロー ニ ング
マウスS領 域 とクロスハイブリダイズしたクローンCμU-1よ り図のようにプラスミドベクターへのサブク
ローニングを行った。クローニング時にインサー ト内で欠失が見 られるクローンは朱色、欠失の見 られな
いクローンは灰色で表示 した。青色で示 した領域で主に欠失が起 こることが予想された。
矢印はPCRプ ライマーuSμ3を 示す。
4)ニ ワ トリSμ 領域の位置
図11で 示 したサブクローンpE13-A、B、C、D、Eを クローニング時に使用 した制限
酵素で切断し、2)で 行ったのと同様の条件でマウスSα 領域 とのサザンハイブ リダイゼ
ーションを行った(図12の 左の写真)。pE13-A、pE13-B、pE13-Cの インサー トか ら
は強いシグナルが得 られた。pE13-Dの インサー トからはそれ らに比べて弱いシグナルが
得 られた。しかしpE13-Eの インサー トからはシグナルが得 られなかった.
次に、pE13-Cの インサー トを制限酵素PmaCIで 消化 したところ、1.5kbの 断片か らの
み強いシグナルが得 られた(図12の 左の写真の右端のレーン)。 これ らの結果か ら、ニ
ワ トリSμ 領域は制限酵素XbaI認 識部位 とPmaCI(1)認 識部位の間の領域に存在 し



























ニ ワ トリSμ 領域
pE1$B
pE13-C
図12マ ウスSα 領域 をプローブに用 いたニ ワ トリスイ ッチ領域 のス
ク リーニ ング
フ ァー ジ ク ロー ンCμU-1は マ ウ スS領 域 と相 同性 を もつ 領 域 を含 んで いた 。Cμ
U-1を 制 限 酵 素 で 切 断 し、 プ ラス ミ ドにサ ブ ク ロー ニ ン グ し作 成 した5つ の ク ロー
ンpE13-A、B、C、D、Eを マ ウ スSα プ ロー ブでハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン を行 っ
た 。
そ れ ぞ れ の プ ラス ミ ドをサ ブ ク ロー ニ ング の際 に用 い た制 限 酵 素 で 切 断 した 。
pE13-CはCH1に 存在 す るPmaCI部 位 で も切 断 され た 。 プ ロー ブ 陽性 なDNA断 片
はpE13-A、B、D、 及 びCの1.5kbSpeI(2)-PmaCI(1)断片 、 プ ロー ブ 陰性 な
DNA断 片 はpE13-E、pE13-Cの5.OkbPmaCI(1)-PmaCI(2)-EcoRI(2)断片 で
あ った 。 マ ウスSα と相 同性 を もつ領 域 は、XわaI-PmaCI(1)3.5kb断片 に絞 られ
た 。
5)SpeI(2)認 識部位 とP㎞aCI(1)認 識部位の間の領域の塩基配列
図12の 結果か ら、SPeI(2)認 識部位とPmaCI(1)認 識部位の間にマウスSα 領域
と相同性の高い領域が存在することが示された.こ の領域は3)の 結果から、クローニン
グ時に欠失の起 こりやすい領域であったので、pE13-Cは 独立 してクローニング した3つ
のクローンを用いてSpeI(2)認 識部位からそれぞれ約500bpの 塩基配列を決定 した。 こ
れ らの塩基配列はすべて同一であった。そしてその塩基配列はCCCAGとTACAGと い
う2つ の5塩 基対の基本単位配列が5bp毎 に並ぶ繰 り返 し配列であった(Kitaoetal.,
1996)。
この領域は繰 り返 し配列であることからプライマー歩行法による塩基配列決定ができな




またμ鎖定常部のCH1エ キソンのすぐ上流では上流、下流 どち らからもシークエンス




の鋳型の量 を増や してシグナルを強くすることでこの領域の塩基配列を決定 し、全塩基配
列をつなげることに成功 した、
SPeI(2)認 識部位か らPmaCI(1)認 識部位までの距離は1533bpで あり、上記の5塩
基対の基本単位配列の繰 り返 し配列は5ρeI(2)認 識部位から1345bpに 及んでいた(図
13)。
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A CCCA灘TCC飴 ■■■ ■■ 睡CC巫 ■■睡CCAT
CCCATTACGGTCC眉CCCATTACGGTCC叫■■ ■■ 睦CCAG-CC泌
■ ■購灘TCCA胡 ■■ ■ ■睡CCAG-CC巫
■■酢ccAGcccA欄Tcc副■■
CCC副 ■ ■ ■ ■鰹TCC副 ■■ ■ ■睡CCAG-CC皿■ ■睡ACAT
CCCA獺TCC潤CCC副 ■ ■ ■ 帥CCATCCCA顯TCC副 ■ ■
CCCATTACGGTCC1州 ■■ ■■ 酢CCAG-CC巫
■ ■ 灘 灘TCC副 ■ ■ ■ ■帥CCAG-CC巫CCC副 ■ ■
■ ■睡CCATCCCA羅TCC副■ ■ ■ ■駐AGAGCCC副 ■■ ■ ■睡GTGG
TCC眉CCC皿TACATCCCA灘TCC副 ■ ■ ■ ■睡CCAG-AC皿
CCC巫TACATCCCA鰻TCC・ 明 ■■
匿CCA鞭ITCCA-CCCTGTCC巫艶
CC醐A・A・CCCAT・GTGG・CC袖 ■ ■ ■ 睡CCA・-CC巫
CCC眉CCC巫TACATCCCA蠣TCC1州 ■ ■
TCCA(泪 ■ ■ ■ ■睡CCAGCCCA、.、l
CCCA顯TCC咽1■ ■ ■ ■睡CC皿
CCCA鱗TCC巫TGCAGCCCATTCCAG-CCAG-AC巫
CCC眉TCC脚ACATCCCA灘TCC副 ■■ ■ ■睡CCAG













図13SpeI(2)認 識 部位か らPmaCI(1)認 識部位 まで の塩基配列
全体で1533bp。 と を基本単位配列とする繰 り返し構造をしてい
る。 μ鎖定常部CH1エ キソンを で示 した・この領域を含むプラスミドク
ローンは、クローニングの際高頻度で欠失を起こす。また、含の部分でシーク
エンス反応が著しく阻害された。図14、15で 示す と騨 懇難の基本単
位配列も低い頻度で見 られる。
6)XbaI認 識部位 と5peI(2)認 識部位の間の領域の塩基配列
pE13-Dの1.1kbの 断片に、3'端のSpeI(2)認 識部位のす ぐ上流域 にシークエンス反
応が阻害される領域が存在した(図14の ↑)。 このシークエンス反応はDMSOを 反応
液 に加えることで回復した。pE13-Dが2次 構造を形成することがシークエンス反応 を阻
害する原因であると考え、パリンドローム配列を検索 したところ、矢印の14bp上 流か ら
のCCAGCCCと38bp上 流か らのGGGCTGGと いう配列が存在することを確認 した(図
14の 緑色の部分)。
シークエンス反応の効率の低さを克服 して、pE13-Dの 全塩基配列を決定 した。全体で
1134bpで あった、また、pE13-Bよ りサブクローニングしたpE13-BBの0.9kbの 全塩基
配列も決定 した。全体で917bpで あった、 この2っ のクローンの連結は、pE13-Bの クロ
ーンの欠失クローンを作成し、一部塩基配列を決定することで確認した。XbaI認 識部位
と5ρeI(2)認 識部位の間の領域全体で2045bpで あった。


































































て い る 。
ACTGG鴨CTG-CCA











澤 弦嘱 魏 鰹
噌 ■ ■TACG騨 雛.一 謝
TGG[陀CCGGT■CAT㏄
GG㏄ 。。GCTGGGAGC鴉 。Aさ












































■■■T⑫ ¢⑳ ¢■TAC巫CCC剛 ■ ■ ■■ 酌CCAG
↑
XbaI認 識部位か らSpeI(2)認 識部位までの塩基配列
また欄 分で騨 難 震繋 灘 輪 提1鰭鰍
よって2次 構造を形成 していると考えられる。
7)EcoRI(1)認 識部位 とXbaI認 識部位の間の領域の塩基配列
pE13-E(4.5kb)よ り作製したpE13-EA(3.Okb)は 、両端からプライマー歩行法に
よってその全塩基配列を決定 した。全体で2952bpで あった。pE13-Eよ り作製 した
pE13-EB(1.8kb)は インサー トの両端か ら塩基配列を決定 してみたところ、繰 り返 し配
列であった。 このクローンは両端か らの欠失シリーズを作製し、その全塩基配列を決定 し
た。全体で1802bpで あった。
これ らを併せたpE13-AのEcoRI(1)認 識部位とXbaI認 識部位の間の領域、つま り
pE13-Eは4484bpに なる(図15)。
この領域には2種 の繰 り返し配列が存在していた、1っ は図14と 同様、ACCAGと
TAT(A/G)Gと いう5塩 基対の基本単位配列が並ぶ繰 り返 し配列で、図14で 示した領域
と連続 していた。もう1つ はその上流に存在する、ATrAGとAAATAという5塩 基対の
基本単位配列が並ぶ繰 り返 し配列であった。この領域は、基本単位配列か らもわかるよう

















































































































AOGT咽 ■ ■TGGT嘗AGTOAGCCGTTAGGAA鴨 ■ ■ 陣A轡AT轡ATG■ ■ 触A皿ATGAG触
AT魯AT魯AT触TGAG触AT訟TGAG畝AT瀞A醐 刀AG㎜ 丁貼TGAG舳T触TGAG㎜ 丁噌 ■ 隠磁 醐GAG醐 丁
触GAGG醐ATTAAGTG訟CATTTTGTGATT醐TAC患丁醐TGGG触ATGAGTAGAAAT囑■ 騨 訟 卿 ■■陣AT訟TCAG触AATT貼G鴉A
ACATT皿GCGATTOGAT酷TTGGG㎜ 瑚 ■■ 崩TACTTAG患 丁一G醐 麟GAGA晶 丁欄A醐 脚 直C畝ATAATCAG幽
袖 丁袖 皿CAAAT触TTGG袖AT触TCGG触AT蝕TCGG触 鵬ATTG酷AT畝TGGG韻ACGA鴉GGGGAA噌■ ■ 紐GC酷TT訟GA袖 ㎜ 畝 丁「GA
T㎜TTGG触AT畝TGAGGAAT㎎TCAG巫ATT醐GGAAAT泌TGGGGA触丁噌 翻験 触 嚇AAT醐CGG勘AATT-AGT㎎GT
醐 肱CGAGA醐 皿TGGGG㎜ 丁触]氾GAAAT酷TGGGT醐 嘲 ■ 酔AGC触TT岨G㎜TT酷丁㎎AT嘲 ■ ■酔 触CG皿GA鴨 畝C晶TCGGA
㎜ 丁触 丁㎎A韻TGG㎜TA轡 丁巫 ㎜GG㎜ 丁 触 ㎎GGG㎜ 瑚 ■ ■ 醐 噸 ■ 湘 丁 触TGGG紬AT舩TT醐 ㎜TATGAG崩 丁
、鴫 ■ ㎜ 丁 轡 丁 轡TTAAT田 触 鴨GGA触 丁畝TGGGA榔 触TGG。 ・ ㎜ 姻A酷TAACG㏄A韻TGATT皿G醐丁醜 ㏄AG,醐TA囚 ■ 醐 嚇AAT触TT触TGGG㎜C醐GGG㎜ 丁貼TGGC㎜ 噸 ■ 騨AT訟TGGGA醐 ℃ATT訟G醐 丁轡唱
■ 圏㎜ 贈A・ 丁醐G㏄ ㎜ 丁触TGGG融T酷T㏄C㎜ 囑 ■■ ㎜ 丁鳳TGGG醗TGATT触G醐T袖TCAG㎜ 丁轡 囑 ■
騨 皿 醐T触CGGGG鹸AT畝C㏄ 触AT麟TTGC触TTAT鴨G醐TATCGGGG湘 丁触 皿GGATT　 GAA皿 触 πGGGGG㏄CGTGGG
AGT齢n盈GGATCGA㏄GATAC鵬泌TGATGAG磁 丁"ATT触 皿 船 皿苗 πAGT㎜ATT畝TT畝GGGGGACAGATATT麟G醐TC触冗
GGGGTTTTATAACAGCAGAAAACGGACCGAAA「DGACCCAAAAATGACCCCCCCAAAAAAGATTCCTAATTAAGATCCGGACT℃ATTAAGCCTCATTATCC
CCCTGATAATTCGCACTAATTAGCGGGGTTCATTAA工TAGCCCTAATAGCCCGAATCGCCGCTTTT'TAATTAATAATTCGTAATTTTTTTGGCCCAATTπ















TGTACTGG㎎CC四 唱 ■ ■TAC㏄ 一
騰 華.,礁GGnACTGG薯AC
麟 囎GTGCACTGG(凋 ■■騰継 鱈























鵬 醐 ■ ■ 鵬.醜-..囎 丁㏄GGTGCCGGGAGC鳴TACTGGTTT・TACTGGTGCTGG悶■ ■ 購 糊 ■ ■■TACGG■TATAGGGGGG
CGCCGGGAGCTG皿CTGGTTTGTACTGGTGCC㏄噌 ■■ 鍵 鯛 ■ ■ 踏CG(噌 ■ ■_騨GGGTGT。GAGAGCTGTA。TGATGCCGG-■蝋
鞠 麟 ■ ■TA・A・ ■ 麟.雛 、 翻 糊 ■ ■TAT・GGGGGG・GCCGGGAGC・GTACTGGT町G㎜CTGGTGCCGG噌■ 麗 一 ・
懸 一 四 ・ACTGGG■ ■ 騰 繍 鋼■ 聡 騨辮GGG・CGCCT㏄AGCTGTA・・GGTGCCGG-1■ 鱒 聯 顯 ■ ■TACGG暫ACG噌■P
ACGGAGGGGT㎎CCGGGAGCTGTACTGGeGCCGG珊■ ■ 聯 ■ ■ 醐 ■■.1.,躁,,TGCACTGGG■囎 綱 ■ ■ 囎 ■■ ■
GGGGGTGCCGGGAGCTGTACTGGTCTGTACT㏄TGCCGG-.鯛TACGG■ ■膝-。,GGGG鴨 ㏄GAGAGCTGTACTGATG
TTACCGGGAG
GGGGT℃ccGGGAGcTG工GcTGGTGccGGT1■■■■ 1㈱ 田cTAGAし7」 ヒ1T,'圏'ド`ヨ
図15 EcoRI(1)認識部位か らXbaI認 識部位までの塩基配列
雛 識 す隠 繍 麟 灘位配列とす醜嶺騨 騨 騰 懸
ター領域などに認められるオクタマー配列・また・ は合成プラ
イマーuSμ3の 位置である。
8)EcoRI(1)認 識部位とPmaCI(1)認 識部位の間の領域全体の塩基配列 と繰 り返 し配
列
図13、14、15の 結果を合わせて、EcoRI(1)認 識部位 とPmaCI(1)認 識部位
の間の領域全体の塩基配列を決定 した。全体で8050bpで あった。
この領域の繰 り返し配列にっいて調べるために、この8050bpの 塩基配列をホモロジー
プロッ ト法により解析を行った.こ の方法は2次 元の平面の縦軸と横軸に解析を行 う塩基
配列を並べ、片方の軸の単位長の塩基配列毎にもう一方の軸の配列全体をホモロジーサー
チする方法で、ある割合以上一致する場合を相同とみなし斜線で示すことで、視覚的にも
繰 り返 し配列を同定 しやすくなる。今回は単位長を20bpと してホモロジーサーチを行
い、まず90%以 上一致する場合を相同とみなして解析を行った(図16)。
その結果、8050bpの 配列中に3相 に分かれた繰 り返し配列がみつかった。つまり、先の
図13、14、15の 塩基配列で網掛けし色で塗分けた繰 り返 し配列の集合体に対応 して
いる。図12の クロスハイブリダイゼーションの結果とこの繰 り返し配列を対比させた結
果、一番下流の繰 り返し配列がマウスS領 域 と一番強 くハイブリする領域 に存在するこ
と、真ん中の繰 り返 し配列がマウスS領 域と弱 くハイブリする領域に存在すること、さら
に、一番上流の繰 り返し配列がマウスS領 域 とハイブリしない領域に存在することが判明
した、下流の2相 の繰 り返し配列がニワトリSμ 領域 と考え られ、今回同定された3相 の
繰 り返 し配列を上流か ら、図16に 示したようにchkRμ(chickenμRepetitive)、
chkSμ1(chickenSμ1)、chkSμ2(chickenSμ2)領域と名付けた。それぞれの繰
り返し配列の長さは、chkRμ 領域が1156bp、chkSμ1領 域が3743bp、chkSμ2領 域が
1395bpで あった。
次にホモロジーサーチの条件を75%以 上と変更 し同じ塩基配列をホモロジープロット
法によ り解析 した(図17)。 その結果、chkSμ1領 域 とchkSμ2領 域とは互いに相同性
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図16ニ ワ トリIgH鎖 遺伝子 座のホモ ロジー プロッ ト解析
EcoRI(1)認 識 部 位 か らPmaCI(1)認 識 部位 まで 、8050bpの 塩 基配 列 をホ モ ロ ジー プ
ロ ッ ト法 に よ り解 析 した 。20bp単 位 長 ご とに配 列 全体 をホ モ ロ ジー サ ー チ を し、18bp












図17ニ ワ トリIgH鎖 遺伝子座 のホモ ロジーフ ロッ ト解 析(2)
図16と 同様 の解 析 を、20bpの うち15bp(75%)以 上 一致 す る場 合 を相 同 と し
て 行 った 。3つ の繰 り返 し配 列 の の うち 、chkSμ1、chkSμ2領 域 は相 互 に相 同性 が あ
るが 、chkRμ に は下 流 の もの と相 同性 が な い こ とが わ か る・
9)ニ ワ トリ脾臓でのクラススイッチ遺伝子組換えの検出
これまでに示 したように、ニワトリμ鎖定常部遺伝子上流のイン トロンにマウスS領 域
と相同性があり、繰 り返 し配列より構成されるニワ トリSμ領域(chkSμ1、chkSμ2領
域)が 存在することが明らかになった。ニワ トリSμ 領域がニワトリにおけるスイッチ組
換えを司るスイッチ領域 として働いていること、さらに、ニワ トリのIgM以 外のクラスの
抗体(IgGま たはlgA)を 産生するB細 胞ではスイッチ遺伝子組換えによるμ鎖定常部遺
伝子のゲノム上からの欠失が見 られることが期待された。
静注内免疫により抗原刺激を受けたニワ トリでは、7日 目に血清中のIgGの 抗体価がピ
ークを示す。その時、脾臓内には胚中心が形成され、ここではクラススイッチが起こって
いる。抗原刺激後形成される胚中心内には、IgM+B細 胞が10±5%、IgG+B細 胞が43±9
%、IgA+B細 胞が4±1%存 在 してお り、また、脾臓全体でもIgG+B細 胞が9±0%(IgM+B
細胞:76±9%、IgA+B細 胞:1±0%)存 在すると報告されている(浴 野、私信)。
そ こでNIP-BSAで 静注内免疫後7日 目の成鳥ニワ トリ脾臓ゲノムDNAよ り組換えを完




回増幅するニワ トリSμ 領域は、5.5kbに も及ぶGC含 量の高い領域であるため、PCRに よ
る増幅が困難であることが予想された。実際、uSμ1とuCμ1-2を 用い、通常のrTaq
polymerase(TaKaRa,Japan)によって増幅を試みたが、うまくいかなかった、プラス
ミドDNAを 用いて詳細 に調べた結果、図13で 示したμ鎖定常部遺伝子のCH1エ キソン
のす ぐ上流のC塩 基の並んだ特殊な配列の部分でPCR反 応が阻害されていることが判明




ブ リダイゼーションの結果を示 したが、EtBrに よる染色でも検出できた)。
この反応条件のもとに、合成プライマーuSμ1とuCγ1-1を 用いて、脾臓、肝臓、赤血
球ゲ ノムDNAを 鋳型にPCRに よる増幅をお こなった、まず、EtBrに よる染色では脾臓、
肝臓、赤血球 どのゲノムDNAか らも増幅断片は検出できなかった、次に、chkSμ1領 域
一49一
(pE13-D)を プローブとしたサザンハイブリダイゼーションを行ったところ、脾臓ゲ ノ
ムDNAよ り独立に増幅 した4つ のサンプルではいずれか らも複数の増幅断片が検 出され
た、それに対 し、肝臓ゲノムDNAか らは非常に弱い増幅 しか検出されず、赤血球ゲ ノム
DNAか らは増幅が全く検出されなかった(図19B)。 これは脾臓特異的にμ鎖定常部遺
伝子 をゲノム上か ら欠失する遺伝子組換えが起こっていることを示 している。さらに、そ
れぞれのサンプル間では増幅される断片の数およびその長さが異なっている(図19Bの
spleenの レーン)こ とか ら、組換え点が数kbの 範囲に分散 していることが示された。




検 出することができた、このような増幅断片にはchkSμ1お よびchkSμ2両 領域が含まれ
ることを示 してお り、図18Aに 示すような下流のchkSμ2領 域におけるスイッチ組換え
による増幅断片である。これに対 し、短い増幅断片の中には上流のプローブ、pE13-Dに
よってのみ検 出されるものが存在 した(図19Cで 矢印で示 したバ ンド)。 この増幅断片
にはchkSμ2領 域が含まれない、すなわちこれは、図18Bに 示すような上流のchkSμ1
領域におけるスイッチ組換えによって生ずるゲノムDNAの 増幅断片である。すなわち
chkSμ1、chkSμ2両 領域 においてスイッチ組換えが起こっていることが示された.ま た
検 出される増幅断片数の比較か ら、組換えには下流のchkSμ2領 域がより高頻度で使われ
ることが示唆された。
このように抗原刺激後の脾臓に特異的に(図19B)、chkSμ1、chkSμ2それぞれの




























上 記 の よ う にプ ライ マー を作 製 し、 スイ ッチ 組換 え産 物 の検 出 を試 み た 。PCR用 のポ リメ ラー ゼ にはKOD-
DASHを 用 い、 図 に示 した ニ ワ トリSμ 領 域 の プ ロー ブ(pE13-D、pE13-CA')を用 い たサ ザ ンハイ ブ リダ イ ゼ
ー シ ョ ンに よ り、chkSμ2領 域 内(A)も し くはchkSμ1領 域 内(B)で の組 換 え に よ る産 物 を各 々検 出す る こ と
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A.生 殖細胞型スイツチ領域のPCR;B.ス イツチ組換え産物のPCR;C.脾 臓からのス
イッチ組換え産物のPCRを ニワ トリSμ 領域に対する2種 のプローブで検出。
脾臓、肝臓、赤血球か らゲノムDNAを 精製 し、生殖細胞型及び組換え型のスイツチ
領域をPCRで 増幅した。PCR産 物はスイ ッチ領域DNAプ ローブを用いたサザ ンハイブ
リダーゼーションで検出 した。PCRプ ライマー、PCR鋳 型の由来、ハイブリダイゼー
ションプローブは図中に示す。C.の 矢印のバ ンドに注目。
考察
1)μ 鎖定常部CH1エ キソンの上流に存在するニワ トリSμ 領域
筆者はニワ トリIgH鎖 遺伝子 μ鎖定常部CH1エ キソンの上流のイントロンにマウスS領
域 と相同性のある領域(ニ ワ トリSμ 領域)が 存在することを確認 した。S領 域はマウス
ではクラススイ ッチ遺伝子組換えに必須の領域である。
S領 域は繰 り返し配列が階層構造をなしている。今回、ニワトリSμ 領域はマウスSα 領
域 と強 くハイブリダイズする領域 として同定された、マウスSα 領域は、5塩 基対の基本
単位配列CTG(A/G)Gか らな り、これが集まって20-30bpの 単位、さらにこれが集 まっ
て80bpの 単位 をなし、これらが10回 繰 り返 して0.8kbの 単位、さらにこれが5回 程度
繰 り返 して4.2kbのSα 領域を構成している。そ して.そ のスイッチ組換え点は、繰 り返
し単位の中のコンセ ンサス配列上に集中していることが明らかになっている(Arakawa
etal.,1993)。 他のアイソタイプのS領 域についても同様なことが明 らかになってお り、
マウスS領 域はその繰 り返 し配列か らなる1次 構造 と組換えという機能が対応 している。
今回単離されたニワ トリSμ 領域も高度な繰 り返 し配列をしている。chkSμ1領 域は
ACCAGとTAT(A/G)G、chkSμ2領域はCCCAGとTACAGと いう各々2つ の5塩 基対
か らなる基本単位配列の繰 り返しによって構成されている。chkSμ2領 域ではこれ らの繰
り返 し基本単位配列が5bp毎 に並んでいる。このように繰 り返 し基本単位配列が一定間隔
に並んでいる構造はマウスSμ 領域に見 られる特徴であり(Nikaidoetal.,1981)、 ニワ
トリSμ 領域 とマウスSμ 領域の構造的な相同性を見ることができる。
先に示したニワ トリの繰 り返しの5塩 基対の4つ の基本単位配列であるが、 これ らのう
ち3つ の最後の3塩 基はどれもCAGで あり、相同性がある。この配列はマウスのS領 域の
繰 り返 し基本単位配列CTG(A/G)Gの 最初の3塩 基CTGと うまく対応 していることがわ
かる。つま り、ニワ トリの繰 り返 し基本単位配列はマウスのものとほぼ相補的な関係にあ
る。特に、chkSμ2領 域のCCCAGと いう配列はマウスの σrG(A/G)Gと いう配列 と完
全に相補的である。このことは、ニワ トリSμ 領域はマウスにおけるS領 域 とは転写の向
きに対 して逆向きの構造 をしていることを示唆している。S領 域の向きが反対であるとス
イ ッチが阻害されるという報告がある(Dar且elsandLieber,1995)こ とか ら、 このニワ
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トリSμ 領域の構造はニワトリのスイッチ分子機構を考える上でも非常に興味深い。今
後、ニワ トリSγ 、Sα 領域も同様に哺乳類のS領 域 と逆向きの配列であるかなど解析する
必要がある。
マウスではSμ 領域が進化の過程で重複 して各アイソタイプのS領 域 となっているとい
う説があるが、ニワ トリの他のアイソタイプのS領 域 もニワ トリSμ 領域、特にchkSμ2
領域が重複 した形をしていることも予想される。実際、chkSμ1領 域はchkSμ2領 域の2








流にAT含 量の高い繰 り返し配列(chkRμ 領域)が あることを示 し、さらにその中にIg
遺伝子のプロモーター領域に種を通 じて存在するオクタマー配列が存在することを示 した
(図15)。 その存在位置と保持するモチーフか ら、このchkRμ 領域がニワ トリSμ 領域
の生殖型転写を調節 していることが示唆される。また、マウスSμ 領域上流にはいわゆる
1領 域の他にIgH鎖 の転写を調節するエンハンサー領域(Eμ 領域)が 存在することか
ら、 このchkRμ 領域がIgH鎖 遺伝子の発現調節領域であることも期待される。
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3)ニ ワトリにおけるクラススイッチ機構
筆者は、PCR法 を用いて、抗原刺激 したニワ トリ脾臓ゲノムDNAよ り、μ鎖定常部 と
γ鎖定常部 との間でのクラススイッチ遺伝子組換え産物を増幅することに成功 した、鳥類
において も、繰 り返 し配列よりなるS領 域を介する、いわゆる領域特異的なクラススイ ッ
チ遺伝子組換え機構が働いていること、そ してその組換えはマウスS領 域 と相同性の高い
繰 り返 し配列(chkSμ2領 域)で だけでなく、マウスS領 域とは相同性の低い繰 り返 し配
列(chkSμ1領 域)内 でも起 こっていることを示 した。
抗原刺激後出現するニワトリ脾臓胚中心には、IgMを 単独で発現しているB細 胞が8
%、IgGを 単独で発現 しているB細 胞が32%存 在 しているのに対し、IgMとIgGを 同時に
発現しているB細 胞が10%も 存在している。つまり、ニワ トリ胚中心では抗原刺激を受け
た多 くのB細 胞がIgGへ のクラススイッチを起こし、その過程には哺乳類 と同様の遺伝子
組換え機構を用いているが、組換えを起こすB細 胞の比率はマウスほど多 くなく、スイ ッ
チ組換えを行わず、何 らかの形でIgMとIgGを 両方産生する細胞群がマウスな どと比べて
高い比率存在 していると考えられる。マウスでもこのようなIgMとIgGを 両方産生する細







が中間報告されている。ニワ トリSμ領域、マウスS領 域の繰 り返 しの基本単位配列を、
非公式に報告されているアフリカツメガエルのJH-Cμ イントロンに存在する繰 り返 しの
基本単位配列 と比較 してみた(図20)(MuβmamandDuPasquier.,1996)。
その報告では、アフリカツメガエルのIgH鎖 遺伝子JH-Cμ イン トロンに約5kbに 及ぶμ
鎖スイッチ領域が存在するとして、その領域は上限150bpの 配列による繰 り返 し配列であ
り、AG㏄ という4塩 基対を主な基本単位配列 とする繰 り返 し配列であることが記され
ている。さらにZ鎖 定常部の上流にも数kbに およぶZ鎖 スイッチ領域も存在を示唆 して
お り、こち らはTGCAとCATGと いう4塩 基対を主な基本単位配列 とする繰 り返 し配列
であるとしている。さらにIgX産 生B細 胞ではμ鎖定常部遺伝子のゲ ノム上か らの欠失が
あることも確認 し、彼 らはその組換え点も検出している。 この組換えも哺乳類と同様、部





































A.マ ウスでは、Cδ を除くそれぞれの定常部遺伝子のす ぐ上流のイン トロンにS領 域が
存在する。各S領 域は数kbに わたる繰 り返し配列であり、基本単位配列として
CTG(A/G)Gが 同定されている。
B.ニ ワ トリSμ 領域とみ られるchkSμ1、2か ら同定された基本単位配列。1つ のユ
ニッ トの相補鎖(C江 ℃GG)が マウスの基本単位配列と一致する。
C.ナ マズもlgH鎖 遺伝子 μ鎖定常部の上流に繰 り返 し配列 をもつが、非常に短く
(240bp)、 スイッチ組換えへの関与はないと考えられる・








荒川央博士 には私が研究生活をはじめるに当たって実験技術の初歩か ら親切に指導 して
いただいたことに始 まり、今に至るまであらゆる場面で助言、助力をいただきました.
熊本大学の浴野成生博士、保田昌宏先生には、我々の使用する実験動物であるニワトリを
提供 していただいたのみならず、加vfvo免 疫系の知識 もご教授いただきました。遺伝子
実験施設の方々には、 日々の研究に関 してのいろいろ助言をいただき、また様々な形で協
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